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同步 化 技术 在 草鱼 染色 体 显 带 中 的 
应 用 及 草鱼 核 型 的 初步 分 析 
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摘 要 
对 草鱼 细胞 进行 同步 化 钼 理 , 并 在 DNAA 复 出 的 结 捧 和 晚期 分 别 挫 入 BrdU, 制备 的 染色 体 的 本 敬 于 CaCls 
WR LS MAKI RR, RG Giemsa 染色 即 可 分 别 显示 出 G 带 和 及 带 。 标 本 中 的 部 分 晚 前 期 和 中 
中 期 分 裂 相 上 共有 高 分 辨 染色 体 显 带 特征 。 用 这 一 技术 对 草鱼 每 条 染色 体 进 行 识 别 和 耸 析 ， 提 出 了 初步 的 草 
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60 年 代 末 ?0 年 代 初 染色 体 显 带 技术 的 兴起 ， 使 细胞 遗传 学 研究 取得 了 一 系列 重要 进 
展 。 在 鱼 类 遗传 学 研究 中 这 一 技术 也 引起 了 众多 学 者 的 极 大 兴趣 。 这 无 疑 将 纵 鱼 类 人 染 色 
体 核 型 分 析 、 环 境 监 浏 等 方面 提供 重要 手段 ， 也 将 为 鱼 类 分 类 与 进化 、 基 因 定 位 、 基 因 
的 表达 与 调控 等 基础 理论 问题 的 研究 条 下 良好 的 基础 。 十 多 年 来 ， 鱼 类 染色 栖 显 带 的 研 
完 已 获得 一 定 的 进展 ， 如 C 带 及 核 仁 组 织 区 (NOR) PARKER MD. E Æ, EG 
-、 介 一 及 R 一 显 带 这 些 多 重 带 显 带 技术 方面 ， 成 功 的 报道 不 多 。 从 所 收集 的 少数 成 功 
的 技术 资料 米 看 ， 其 显 带 质量 尚 不 能 满足 精确 分 析 所 有 染色 体 和 制备 完整 核 型 的 要 求 
(Biaxhall, P. C., 1983, Hartley. S. E. ef al., 1985, Rivlin, K. et al., 1985), 
UEP RAR A BT HA AD TLE, TOMAR AR BE GT ( Al-Sabti. K., 
1985, Bertolio, L. A. C., 1986), Buk, BU—-PRZARHSRPBHR, 15 
十 鱼 类 遗传 学 研究 方面 的 一 个 重要 题 课 。 

针对 鱼 类 染色 体制 备 的 某 些 特点 ， 将 人 类 同步 化 高 分 辩 染 色 体 显 带 技术 (BR, 
1985.) 应 用 到 鱼 类 染色 体 标 本 制备 ， 初 步 获 得 成 功 ， 其 带 型 的 清晰 程度 已 能 基本 满足 
识别 和 制备 染色 体 核 型 的 需要 ， 部 分 分 裂 相 的 染色 体 变 长 ， 带 纹 数 增加 ， 已 具有 高 分 辩 
染色 体 显 带 的 特征 。 现 将 方法 报道 如 下 ， 并 就 有 关 问 题 进 行 讨论 。 
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材料 和 方法 

取材 及 同步 化 前 处 理 ， 草 鱼 (Ctenopharwngodon idellus) 取 自 武汉 某 养 殖 场 ， 
平均 体 长 约 15cm， 实 验 共 用 20 余 尾 。 按 下 述 两 种 方法 进行 同步 化 前 处 理 。 

一 、 体 外 短期 培养 法 

取 草 鱼 ， 常 规 消毒 体 表 ， 在 无 菌 条件 下 齐 开 腹腔 ， 小 心 取出 紧 贴 于 兰 礁 的 肾 组 织 ， 
四 无 菌 的 小 平 骨 内 ， 加 入 少量 培养 基 ， 和 将 肾 组 织 尽量 捣 碎 制 成 细胞 悬 液 ， 按 1 ~3 x 10° 
个 细胞 /毫升 分 别 接种 于 2 一 4 个 培养 瓶 内 。 培 养 基 为 含 20% 新 生生 血清 的 REMI 1640, 
以 PHA 作 有 丝 分 裂 原 ， 将 培养 物 置 30°C 恒 温 培 养 箱 培 养 56 一 60 小 时 , 待 作 辣 步 化 处 理 。 

二 、 人 性 内 注射 法 

经 草鱼 胸鳍 基部 往 腥 腔 内 注射 10% 醇 母液 ， 处 理 24 小 时 ， 次 日 园 上 法 取出 肾 组 织 制 
成 细胞 悬 液 ， 并 分 别 接种 于 2 一 上 个 培养 瓶 中 待 用 。 

同步 化 处 理 ， 以 上 两 种 方法 的 标本 ， 每 一 种 都 分 别 按 如 下 二 种 程序 继续 进行 同步 化 
培养 。 

一 、 用 于 R 显 带 的 培养 

往 培 养 物 中 加 入 过 量 胸腺 旷 啶 核 背 《〈TdR) ， 最 终 浓度 为 0.3mg/ml， 置 302C 内 培养 
17 小 时 后 取出 ， 用 不 含 血清 的 培养 基 (或 Hank’s 液 ) 洗 细 了 胞 两 次 ， 换 入 含 血 清 的 培养 
基 ， 并 加 入 5 ~ RARE TE BrdU) ， 最 终 浓度 为 50hgym]j， 继 续 接 养 5 一 ?小 
时 ， 收 获 细 胞 前 时 秋水 仙 素 处 理 15 一 30 分 钟 。 

二 、 用 于 G 显 带 的 培养 

往 培 养 物 中 加 入 BrdU， 景 终 浓度 为 200u8imi。 置 30°C 伍 温 培 养 钉 内 培养 17 小 时 。 
同 祥 洗 细 胞 两 次 ， 然 后 以 TdR 处 理 5 一 7 小 时 最终 浓度 为 2,4hgjiml》。 收 获 细 胞 前 用 
KK All HALE 15 ~ 305) Fh, 

标本 的 制备 及 染色 体 显 带 

终止 培养 ， 离 心 后 收集 细胞 ， 以 0,0375 叶 KC] 室温 下 低 渗 10~15 分 钟 ， 用 新 配制 
的 3 : 1 甲醇 和 冰 了 醋酸 固定 细胞 三 次 ， 最 后 制 成 适当 浓度 的 悬 液 ， 滴 在 用 冰 水 浸 过 的 洁 
净 载 玻 片 上 。 标 本 片 置 37*C 温 箱 内 过 夜 或 室温 下 存 议 3 天 以 上 上 ， 按 以 下 技术 进行 显 带 处 
理 ， 取 两 个 直径 为 12cm 的 平 骨 ， 盛 入 0.2%CaCl, 深 液 ， 平 骨 下 面 用 水 浴 恒 温 箱 将 CaCl。 
深 液 的 温度 控制 在 55°*C， 将 上 述 不 同方 法 制备 的 标本 片 平 放 于 平 肯 中 ， 有 细胞 的 一 面向 
上 ， 让 溶液 刚好 盖 过 下 片 表面 约 2 mm， 同 时 在 标本 片上 放置 一 入 30 瓦 紫外 线 灯 ， 灯 管 
距 片 子 玫 面 约 5 cm， 温 港 和 照射 30 分 钟 后 ， 将 标本 取出 ， 用 3%$ 的 Giemsa 染 液 染色 20 一 
30 分 钟 ， 自 来 水 冲洗 ， 影 干 后 即 可 在 显微镜 下 观察 。 


结 果 


用 过 量 的 BrdU 或 TdR 阻 止 增殖 的 细胞 在 5 期 ， 并 适时 地 解除 干扰 ， 以 使 细胞 的 增 苑 
达到 同步 化 ， 并 利用 BrdU 在 DNA 复制 的 不 同时 期 挫 入 相应 的 染色 体 节 段 ， 制 备 的 标本 
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同 而 获得 两 种 多 重 带 型 ， 在 同步 化 培养 一 开始 就 加 入 BrdU 的 ，BrdU 扒 入 早 复 制 的 DNA 
片段 ， 在 染色 体 上 显 出 的 带 相当 于 G 带 ; 在 同步 化 培养 17 小 时 后 再 加 入 BrdU 的 ，BrdU 
摊 入 晚 复 制 的 DNA 片 段 ， 在 染色 体 上 显 出 的 带 相当 于 R 带 。 经 初步 比较 二 种 显 带 的 部 分 
染色 体 ， 证 明 两 种 带 弄 正好 相反 {图 1 ) 。 

BIR Leven (1964) 提出 的 命名 法 ， 结 合 染 色 体 带 型 特征 ， 挑选 出 3 个 带 型 清晰 的 
G 带 分 裂 相 的 显 微 摄 影 照片 ， 进 行 了 初步 的 核 独 分 析 。 众 数 为 21 = 48， 可 分 为 A、B、C 
三 组 ，A 组 为 中 着 丝 粒 染色 体 Cm), HEH, BAU PRAM AK (sm》， 共 12 
对 ，C 组 为 亚 端 着 丝 粒 染色 体 《 st) ， 共 4 对。 几乎 所 有 染色 体 都 显示 出 清晰 的 带 纹 ， 
大 多 数 同 源 染 色 体 带 纹 一 致 ， 给 核 型 的 制备 提供 了 更 为 准确 的 依据 (图 2 ) 。 在 所 分 析 
的 G 带 核 型 中 ， 意 外 地 发 现 每 个 细胞 中 都 有 4 对 染色 体 具有 明显 的 随 体 (图 3 》， 分 别 
为 上 组 2 号 ，B 组 8 号 和 12 号 ，C 组 4 号 。 这 一 结果 送信 还 未 见报 道 。 

此 外 ， 在 标本 中 部 分 分 裂 细 胞 处 在 早 中 期 甚至 晚 前 期 ， 染 色 体 变 长 ， 带 纹 数 趋 于 增 
多 ， 已 表现 出 高 分 辩 显 带 染 色 体 的 特征 (图 4 、 5 ) ， 为 提高 染色 体 的 分 辩 率 打下 了 良 
好 的 基础 。 

在 同步 化 培养 前 对 标本 的 两 种 处 理 方法 ， 即 体外 短期 培养 和 活体 内 注射 ， 经 对 比 后 
者 效果 较 佳 。 


讨 论 


1. 选 择 一 种 合适 的 细胞 培养 方案 及 有 效 的 有 丝 分 裂 原 ， 是 获得 良好 染色 体 标 本 的 
首要 条 件 。 一 般 有 二 种 技术 ， 妈 直接 法 和 组 织 培养 法 。 后 者 需 一 定 的 技巧 及 较 多 的 条 
件 ， 而 前 者 对 这 些 要 求 相 对 较 低 。 至 于 有 丝 分 裂 原 ， 多 选用 PHA 。 然 而 Hartity。S. 
E.1985) 发 现 用 LEFsS 对 某 些 种 类 的 鱼 更 有 效 。 在 初期 的 实验 中 ,我 们 采用 短期 鱼 肾 组 织 
培养 ， 用 PHA 作 有 丝 分 裂 原 ， 结 果 分 裂 指 数 较 恢 。 后 将 同步 培养 前 的 操作 改 在 活体 鱼 内 
进行 ， 并 用 酵母 液 作 有 丝 分 裂 原 ， 在 一 定 程度 上 提高 了 分 裂 指 数 。 实 践 证 明 ， 因 不 用 3 
天 的 体外 培养 ， 故 标本 制备 的 周期 缩短 ， 操 作 时 的 无 苦 要 求 也 相对 较 低 ， 蚌 一 种 较 实 用 
的 方法 。 

2. 因 鱼 类 染色 体形 态 小 ， 数 日 多 ， 外 加 一 些 其 它 客 观 条 件 的 差异 ， 故 对 于 多 重 显 
带 技术 来 说 ， 是 学 者 们 所 公认 的 一 个 难题 。Hartley。S, 下 上 .等 《1985) 认为 鱼 类 染色 
体 缺乏 清晰 的 呈 带 ， 是 由 于 染色 体 蛋 白 的 差异 而 造成 的 。 Rislin, 开 ,等 (1985) 认为 鱼 
类 染色 体 呈 高 度 凝 缩 状 态 而 妨碍 了 带 的 分 解 。 近 年 来 洪 云 汉 和 周 喇 (1985〉 在 哺乳 动物 
Je SR oh Hy fey Be a ek Sad A PEK AR, (Cawood. A. H., 1981, Schempp, W., 
1981) 基础 上 建立 起 鱼 的 染色 体 复 制 带 显 带 技 术 , 这 一 技术 可 望 为 改善 鱼 类 染色 体 的 显 带 
质量 开辟 一 条 新 的 途径 。 它 是 利用 DNAA 复 制 的 非 同 步 社 ， 使 BrdU BABS 期 正在 进行 
DNA 复 制 的 染色 体 某 些 节 段 ， 这 些 结合 了 BrdU 的 染色 体 节 段 将 被 Giemsa 染 成 浅 兰 色 或 
不 着 色 ， 而 没有 结 台 BrdU 的 节 段 染 成 红色 ， 由 此 在 染色 体 的 纵 长 上 产生 许多 深浅 相间 
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ue Se, PEE A Ue (CED ERAS, SO A EL iB 
FP ewe Hh BedU 时 和 的 起 点 不 一 致 ， 即 茶 个 细胞 处 在 S FPSB Be, Ta- Se o RE IE 
处 在 S 期 的 晚期 ， 这 样 对 于 这 西 个 细胞 中 的 某 号 特定 染色 体 米 说 ， 就 会 产生 绝 然 不 同 的 
结果 。 由 于 在 接触 BrdU 时 正好 处 在 增殖 周期 同一 时 相 的 细胞 数目 有 限 ， 对 于 精确 分 析 
和 制备 鱼 类 染色 核 可 能 是 不 利 的 。 为 此 ， 我 们 在 人 类 染色 体高 分 辨 显 带 技术 的 基础 上 ， 
设计 出 鱼 细胞 的 同步 化 培养 方案 ， 以 便 使 培养 中 的 细胞 同步 在 S 期 ， 并 分 别 在 S 期 的 前 
FUG ERB A BrdU, ABC LUE, 这 样 就 能 使 早 复制 带 和 晚 复制 带 分 别 显 示 在 用 
两 种 不 同方 法 处 理 的 标本 中 。 人 类 染色 体制 备 的 同类 技术 证 明 , 正 是 显示 了 两 种 带 型 《 受 
S, 19859 ， 且 由 于 染色 体 上 早 复制 和 了 晚 复制 节 段 的 交替 排列 ， 二 种 带 型 正 好 相反 。 

一 般 认 为 ，G 带 的 阳性 带 为 晚 复 制 区 ， 及 带 的 阳性 为 时 复制 区 《 Camargo。 M, 等 
1981, Cawood, A. H. Æ, 1981) 。 在 S 期 一 开始 就 摊 入 BrdU， 一 定时 间 后 洗 去 该 
试剂 ， 并 换 以 TdR， 去 除 BrdU WHS 期 才 复 制 的 染色 体 节 段 的 影响 ， 经 一 定 处 理 后 ， 
掺 入 了 BrdU 的 旱 复 制 节 段 着 色 较 浅 ， 没 有 摊 入 BrdU 的 晚 复制 节 段 着 色 深 ， 就 形成 “G” 
带 。 相 反 ， 如 用 TdR 将 细胞 同步 在 S 期 ， 经 一 段 时 间 后 洗 去 TdR， 并 立即 间 培 养 物 中 加 
入 BrdU， 这 时 BrdU 就 会 结合 到 染色 体 晚 复 制 的 节 段 上 ， 成 为 线 染 的 及 带 区 。 从 我 们 观 
察 到 的 色 染 色 体 显 带 情况 来 看 ， 基 本 符合 上 述 观 点 。 

由 于 在 细胞 增殖 过 程 中 采用 了 过 量 的 BrdU 或 TdR， 于 扰 了 DNA 的 合成 ， 使 细胞 一 
度 阻 止 在 S 期 ， 后 经 去 除 这 些 试剂 的 作用 ， 就 造成 细胞 的 同步 发 育 ， 而 且 因 收 获 细胞 的 
时 间 相 对 提前 (秋水 仙 素 只 作用 15~30 分 钟 》， 故 标本 中 部 分 分 烈 细 胞 处 在 早 中 期 其 至 
晚 前 期 ， 致 使 染色 体 变 长 ， 带 纹 数 也 相应 增加 ， 这 无 疑 对 提高 染色 体 的 分 辨 率 是 极为 有 
利 的 。 目 前 ， 由 于 对 鱼 类 染色 体 带 型 的 识别 及 核 型 制备 还 缺乏 经 验 ， 因 此 对 于 高 分 辨 带 
型 的 识别 尚 有 一 定 困难 ， 但 这 一 技术 仍 不 失 为 这 项 研究 工作 的 良好 开端 。 

3. 关 于 染色 体 显 带 所 用 的 紫外 线 照射 和 CaCl 溶液 的 温浴 条 件 ， 在 研究 人 类 染色 体 
Hin M ApH (BS, 1985%, 1985%, Scheres. J, M. JTJ, C, 1977) 。 该 方法 操作 
简单 ， 结 果 稳 定 ， 省 去 了 较 难得 到 的 Hoechst~33258 试剂 及 有 关 的 操作 ， 便 于 推广 。 用 
含有 二 价 阳 离子 的 CaCl, 溶液 温浴 ， 能 增加 显 带 的 稳定 性 (Scheres. h M. J. C., 
1977) ， 这 也 已 为 过 去 的 实验 所 证 实 。 

在 Leven 命名 体制 的 基础 上 ， 根 据 染色 体 带 型 特征 对 3 个 草鱼 G 带 标本 进行 了 初步 
的 核 型 分 析 。 结 果 众 数 为 48， 按 着 丝 粒 的 位 置 不 同 将 其 分 为 三 组 。 与 其 他 作者 的 工作 ， 
(GRE, 1979, MRS, 1980; 周 喇 ，1984) 相 比 ， 各 组 的 染色 体 数 分 布 不 尽 相 同 ( 表 
1 ) 。 每 一 组 内 的 同 源 染 色 体 带 型 基本 一 致 ， 且 在 不 同 分 裂 相 中 ， 同 号 染色 体 的 基本 带 














表 1 草鱼 核 型 的 比较 
种 类 2n E Æ fi 者 
F fi 48 16m + 28sm + 6st 周 Be 1984 
# fh 48 16m + 32sm Ziz 1980 
24 fA 48 18m + 22sm + ast Sie 1979 


Hia 48 16m + 24sm + 8st 本 文 
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型 稳定 出 现 ， 这 样 能 够 更 为 准确 和 客观 地 关 认 染色 体 ， 为 今后 的 鱼 类 染色 体 显 带 核 型 的 
标准 命名 打下 了 和 县 好 的 基础 。 

在 我 们 所 分 析 的 G 带 标本 中 , 多 数 染 色 体 具有 很 济 的 带 形 特征 ， 如 入 组 1 号 染色 体 ， 
BHARRA, K ABLES A~ 5 条 深 带 ， 短 辟 远 端的 带 较 浅 ，C 组 的 第 一 对 染 
色 性 在 整个 染色 体 组 中 最 大 ， 短 劈 全 部 深 染 ， 整 个 长 臂 上 和 分布 着 8 ~ 9 条 深 带 ， 尤 以 远 
端的 3 一 生 条 带 为 深 ， 而 中 部 的 3 ~ 4 条 带 要 浅 得 多 。 据 此 可 以 很 准确 地 辨认 这 样 的 染 
Bik. 

值得 注意 的 是 ， 在 所 分 析 的 已 带 核 型 中 ， 意 外 地 发 现 每 个 细胞 中 都 有 4 对 染色 体 具 
有 明显 的 随 体 ， 且 随 着 染色 体 长 短 的 不 同 ， 其 明显 的 程度 也 不 同 ， 即 越 近 晚 中 期 的 分 裂 
细胞 染色体 较 短 者 ) 其 随 体 越 清晰 明显 (图 3 ) 。 按 其 着 丝 粒 的 位 置 将 其 分 别 归于 相 
应 的 组 中 。 鱼 类 染色 体 出 现 随 体 ， 在 以 前 的 非 显 带 标 本 分 析 中 候 见 报道 ， 但 数目 不 定 ， 
也 无 一 定 规律 ， 而 我 们 观察 到 的 这 一 现象 是 非 随 机 的 ， 这 对 于 鱼 类 的 发 育 、 进 化 及 分 类 
的 研究 可 能 具有 一 定 的 意义 。 随 体 的 出 现 ， 可 能 与 我 们 所 采用 的 复制 带 技术 有 关 ， 提 示 
鱼 类 染色 体 的 随 体 部 位 DMNA 复制 较 晚 ， 与 其 它 避 带 阳 性 带 一 样 被 染 成 深 色 。 
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THE APPLICATION OF CELL SYNCHRONIZATION 
TO CHROMOSOME BANDING OF FISH AND THE 
TENTATIVE KARYOTYPE ANALYSIS OF 
CYENOPH ARY NGODON [DELLUS 


Yan Ju, Liu Shihus, Zhang Niyuan, Zhang Muxian 


(Biology Department, Wuhan University) 


Combining cell synchronization in vitro and bromodcoxyuridine (BrdU) 
incorporation in carly synthesis plases and late synthesis phase of cells of 
Ciero phar yngodon tdelfus, two kinds of chromosome patterns of replication 
banding, R- and G-bands were gained after chromosome preparation were 
irradialed in warmt CaCl, solulion by UV and were staincd with Giemsa, Some 
spread: koglea in late~prophase and prometaphase show more numbers ol 
bands and characteristics of higher resolulion, Analysis of G-bandcd karyotype 
shows thal there are four pairs of chromosomes with satellite, 

A lenialive idiog-animatic representation of G-banded karyoiype of Cieno- 
pharynyodou ideilesis proposed. the significance, techniques and possible mecha- 


nian of chromosome banding of fish are discussed. 


Key words, cell synchronization, chromosome banding, karyotype of Ctenopharyn- 


godon ideflus. 
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